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Verf ahren und Kit zur Detektion von Mutationen in DNA' s mit Hilfe 

von Restriktionsenzymen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Detektion 
von Mutationen von DNA's, wobei eine DNA mittels einer PCR ampli- 
fiziert und die Amplikons mit einem oder mehreren Restriktionsen- 
zymen geschnitten und detektiert werden, dadurch gekennzeichnet , 
daS zwei markierte Primer eingesetzt werden, wobei die Markierung 
der ersten Primer zur Bindung der Amplikons an einen oder mehrere 
Trager und die Markierung der zweiten Primer zur Detektion dient . 
Ferner betrifft die vorliegende Erfindung einen Kit zur Durchfuh- 
rung des vorstehend bezeichneten Verfahrens, der dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daS er zwei markierte Primer umf afit . 
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Im ZugURr Aufklarung des menschlicher^Genoms zeigt sich die Be- 
deutung von Gendefekten bei der Entstehung einer Vielzahl von Er- 
krankungen. So liegen z.B. bei vielen Art en von Krebs, Mukoviszi- 
dose, Alzheimer und bei der Entwicklung von Thrombosen Verande- 
rungen in der genet ischen Information vor, die u.U. eine Krank- 
heitsentstehung erst ermoglichen . In der medizinischen Diagnostik 
gewinnt deshalb die Detektion dieser Mutationen immer mehr an Ge- 
wicht . 

Mutationen werden zur Zeit haufig mit Hilfe der Restriktionsana- 
lyse detektiert. Dabei macht man sich Restrikt ionsenzyme zunutze, 
die doppelstrangige DNA sequenzspezif isch erkennen und an ent- 
sprechender Stelle schneiden konnen. Derzeit sind ca . 500 ver- 
schiedene Restriktionsenzyme mit iiber 100 unterschiedlichen 
Schnittstellen charakterisiert . Diese hohe Spezifitat nutzt man 
zur Detektion der Defekte. Denn haufig liegt eine Mutation, die 
eine krankhafte Veranderung auslost, im Bereich einer solchen 
Schnittstelle eines Enzyms . Durch die Mutation wird die Schnitt- 
stelle so verandert, daE der zu untersuchende Strang nicht ge- 
schnitten wird. In anderen Fallen entsteht durch eine Mutation 
erst eine mogliche Schnittstelle fur ein Enzym, die vorher nicht 
vorhanden war . 



Zur Standardanalyse wird die zu untersuchende genomische DNA ei- 
ner Polymerase Kettenreakt ion (PCR) unterworfen, mit deren Hilfe 
ein gewunschtes Stuck DNA, auf dem die Mutation liegt, verviel- 
faltigt werden kann. Dazu nutzt man sog. Primer, Sequenzstiicke , 
die den Anfang und das Ende des amplif izierten Stuckes DNA fest- 
legen. Des weiteren benotigt man freie Nucleotide, Bausteine der 
DNA, und die Polymerase, ein Enzym, das die Bildung der zu unter- 
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a und zu vervielf altigenden DNA-Segmente katalysiert. 2um 
Ablauf der PCR wird des weiteren ein Thermocycler bendtigt, ein 
Gerat, das das benotigte Temperaturprof il fur eine PCR-Reaktion 
verwirklicht . 

Im AnschluE an die Vervielf altigung des zu untersuchenden Segmen- 
tes erfolgt der oben erwahnte Abbau mit Hilfe des Restriktionsen- 
zyms. Dieses schneidet die DNA je nach Mutation unter definierten 
Bedingungen sequenzspezif isch auf Oder es kommt zu keinem 
Schnitt. Dieser ProzeS kann. je nach Konzentration des Enzyms, 
einige Stunden in Anspruch nehmen. 

Zur Analyse des Produktes verwendet man bisher die Agarose -Gel - 
elektrophorese: In einer Pufferlosung wird dazu ein Agarosepoly- 
mer durch Erhitzen gelost und nach einer Abkiihlphase wird das ge- 
lierende Polysaccharid in eine Vorrichtung gegossen, in der die 
Elektrophorese durchgefuhrt werden soil. 1st das Gel vollstandig 
abgekiih.lt, werden die Proben aufgetragen und unter Anlegen einer 
Potentialdif ferenz kommt es zur groSenabhangigen Wanderung der 
DNA-Fragmente in dem Agarosegel . 

Die Sichtbarmachung der Fragmente gelingt z.B. unter Zugabe von 
fluoreszierenden Intercalate^ Substanzen, die sich in die DNA 
einlagern und unter UV-Licht sichtbar sind. Eine Mutation kann 
diagnostiziert werden, wenn im Gel eine spezifische Anderung des 
Restriktionsmusters erkennbar wird. 

Zur Detektion einer Mutation dient daher neben der Vervielf alti - 
gung des relevanten DNA-Abschnitts eine aufwendige Durchfuhrung 
von elektrophoretischen Methoden, verkniipft mit der Anfertigung 
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slHf, Auftragen von Proben und enffsp 



von Gelw, Auftragen von Proben und errcsprechender Wartezeit beim 
Verlauf der Gelelektrophorese . 

Diese Verfahren sind sehr zeitauf wendig, umstandlich und damit 
teuer. 



Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren und 
einen Kit zu entwickeln, mit dem (denen) die vorstehend beschrie- 
benen Mutat ionsf ormen einfach, reproduzierbar und mit hohem Pro- 
bendurchsatz nachgewiesen werden konnen, wobei die Nachteile ei- 
ner Gelelektrophorese vermieden werden. 



Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Detektion von Mutatio- 
nen von DNA' s gelost, wobei eine DNA mittels einer PCR amplifi- 
ziert und die Amplikons mit einem oder mehreren Rescriktionsen- 
zymen geschnitten und detektiert (analysiert) werden, welches 
Verfahren dadurch gekennzeichnet ist, da£ zwei markierte Primer 
eingesetzt werden und die Markierung der ersten Primer zur Bin- 
dung der Amplikons (vervielf alt igte DNA-Segmente) an einen oder 
mehrere Trager und die Markierung der zweiten Primer zur Detek- 
tion (Analyse) dient . 



Die bei diesem Verfahren eingesetzte PCR kann wie ublich durchge- 
fuhrt werden, wobei als Primer die vorstehend bezeichneten Primer 
verwendet werden. 



Vorzugsweise werden erf indungsgemafi solche Trager verwendet, die 
auch unter den Bedingungen einer PCR eine Bindung der ersten Pri- 
mer ermoglichen. Als besonders vorteilhaft haben sich dabei Tra- 
ger erwiesen, die eine aktivierte Oberflache aufweisen, wie z.B. 
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^ppprechend behandelte Oberf lacW < 



die ^crecnena behanr^i t-, nhprfi=,w des Reaktionsgef aSes oder 
eine Mikrotiterplatte . 



Bei dem erf indungsgemaSen Verfahren werden die ersten Primer vor, 
wahrend oder nach der PCR teilweise oder vollstandig an den Tra- 
gern fixiert, wahrend die zweiten Primer vorzugsweise frei bzw. 
nicht an den Trager gebunden und gegebenenf alls im UberschuE in 
der Reaktionslosung vorliegen. Die Primer konnen der Reaktionslo- 
sung gleichzeitig oder nacheinander zugesetzt werden. 

Die zweiten Primer sollen vorzugsweise Label aufweisen, die bei 
einer Detektion leicht durch iibliche Verfahren nachgewiesen wer- 
den konnen . 

ErfindungsgemaE konnen ein oder mehrere Restriktionsenzyme vor, 
wahrend oder nach der Bindung der DNA-Segmente (Amplikons aus der 
PCR) an die Trager zugesetzt werden, wobei die Zugabe nach der 
Bindung bevorzugt wird. Erf indungsgemaS konnen die Restriktions- 
enzyme mit den Amplikons inkubiert werden. 

Als Restriktionsenzyme konnen alle bekannten Restriktionsenzyme 
eingesetzt werden, wobei es natiirlich von der zu schneidenden Se- 
quenz abhangt, welche(s) Enzym(e) im konkreten Fall verwendet 
wird (werden) . 

Nach der Bindung der Amplikons mittels der ersten Primer an ge- 
eignete Trager und vor und/oder nach dem Schneiden, bevorzugt 
nach dem Schneiden der Amplikons mit einem oder mehreren der vor- 
stehend bezeichneten Restriktionsenzyme konnen die Amplikons mit 
einem geeigneten Spulmittel, wie z.B. gegebenenf alls entionisier- 
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Puffer enthalt, gespiilt werden. Bei dem nach dem Schneiden erfol- 
genden Spulen werden geschnittene , nicht fixierte Segmente ent- 
f ernt . 

Erf indungsgemate werden die Detekt ionsverf ahren so ausgewahlt, daS 
die jeweils gewahlte Markierung (der Label) der zweiten Primer 
detektiert werden kann. Dabei kann die Detekt ion entsprechend der 
Markierung der zweiten Primer direkt oder indirekt erfolgen. 

Es gibt eine Vielzahl von moglichen Verfahren der biochemischen 
Analytik, die aus der praktischen Anwendung bekannt sind: 

1. Kopplung mit spektroskopisch direkt nachweisbaren Substanzen. 

2. Markierung mit Enzymlabeln, die ihr Substrat in photochemisch 
detektierbare Substanzen umwandeln. Von Vorteil ist dabei die da- 
mit verbundene Verstarkung des Me£signals. 

Gemafe einer erst en Aus fuhrungs form (s. Schema 1) wird zunachst 
eine Amplif izierung der DNA vorgenommen und die Amplikons dann an 
einen geeigneten Trager gebunden, wobei das Label am ersten Pri- 
mer als Kopplungsmediator dient . Gegebenenf alls konnen die ersten 
Primer auch mehrere entsprechende Label aufweisen. 

GemaS einer zweiten Ausf uhrungsf orm (s. Schema 2) der vorliegen- 
den Erfindung werden die ersten Primer zunachst an einen geeigne- 
ten Trager wie an die Trageroberf lache des GefaSes gebunden , in 
dem die PCR-Reaktion ablauft. Dabei ist eine Kopplungsmethode zu 
wahlen, die den Randbedingungen der PCR, wie z.B. der Temperatur- 
stabilitat, gemigt . Die Reaktion lauft anschlieSend nach Stan- 
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dardt^^gungen, wobei der zweite Prftr nicht an den Trager ge- 
bunden ist und im Verhaltnis zum ersten Primer vorzugsweise im 
UberschuB vorliegt. 

Wahrend der Reaktion wird das gewunschte DNA-Segment in der Lo- 
sung gebildet, jedoch findet Hybridisierung und Amplif ikation 
auch an der Oberflache des Tragers statt, initiiert durch den ge- 
bundenen Primer. Man erhalt nach Ende der PCR die gewunschten 
Produkte, die direkt am Trager gebunden sind. In einem Spul- 
schritt werden iiberschiissige PCR-Edukte (z.B. freie Nucleotide 
etc.) und nicht gebundene Produkte entfernt. AnschlieSend erfolgt 
die Spaltung des Segments durch das Enzym, gegebenenf alls ein 
weiterer Spulschritt und die wie vorstehend beschriebene Detek- 
tion. 



Beispielsweise kann man beim Schema 1 mit Biotin labeln. Im 
Schritt 3 dieses Schemas konnte man dann die Kopplung an den Tra- 
ger, beispielsweise eine Mikrotiterplatte , uber ein Biotin-bin- 
dendes Protein vornehmen, beispielsweise uber Streptavidin oder 
Avidin, das auf der Trageroberf lache adsorbiert oder kovalent ge- 
bunden wurde, beispielsweise auf der Oberflache der Wells der 
Miktrotiterplatte. Mit Streptavidin gecoatete Mikrotiterplatten 
sind im Handel erhaltlich (Boehringer Mannheim) . 

Bei Schema 2 konnte fur Primer 1 eine kovalente Kopplung an den 
Trager vorgesehen werden, beispielsweise an einer Mikrotiter- 
platte. Dazu sind beispielsweise phosphorylierte Primer geeignet, 
die in einer Carbodiimid-Reaktion mit entsprechend aktivierten 
Tragern reagieren konnten. Ein Beispiel fur geeignete funktio- 
nelle Gruppen des Tragers, beispielsweise der Mikrotiterplatten, 
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ogruppen. Auch derartige Mi' 




iterplatten sind im Han- 



del erhaltlich. 

Bei Schema 1 und bei Schema 2 konnen die gleichen Label fur Pri- 
mer 2 verwendet werden. Beispiele dafur sind Fluorescein, Fluore- 
scein-Derivate, Rhodamin, Rhodamin-Derviate , Cy5 (Fluoreszenz- 
farbstoff ) , Cy3 (Fluoreszenzf arbstof f ) oder Verbindungen, die 
indirekt nachweisbar sind. 

Fluoreszenzf arbstof fe : bei diesen Primern kann ein direkter an- 
schlieSender Nachweis mit einem geeigneten Fluorimeter durchge- 
fuhrt werden. 

Digoxin: der indirekte Nachweis kann durch Zugabe eines 
(enzymmarkierten) Antikorpers gefuhrt werden. 
Biotin: der indirekte Nachweis kann durch Zugabe eines Avi- 
din/Enzym-Konjugates gefuhrt werden, beispielsweise durch Zugabe 
von Avidin bzw. Streptavidin . 

Die Bindung des jeweiligen Erkennungsproteins (Antikorper bzw. 
(Strept) Avidin) kann entweder wie bei sonstigen Mikrotiterplat- 
ten-Assays iiblich, uber Zugabe geeigneter Enzymsubstrate nachge- 
wiesen werden, wobei Peroxidase oder alkalische Phosphatase ge- 
eignete Enzyme darstellen (Enzymreaktion liefert farbige Pro- 
dukte) , oder aber sie kann dann, wenn die Kopplung nicht an Mi- 
krotiterplatten, sondern auf geeignete Mefcfuhler erfolgt, direkt 
verfolgt werden. Als geeignete Mefcfuhler konnen beispielsweise 
planare Wellenleiter genannt werden, wie sie aus der Biosensorik 
bekannt sind, und an denen die gleichen Kopplun'gsreaktionen mit 
Hilfe von Primer 1 durchgefuhrt werden konnen, wie sie vorstehend 
fur Miktrotiterplatten beschrieben worden sind. 
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Erfi^figsgemaS kann die zu untersuftde DNA als Wildtyp oder 
als Mutante eine Schnittstelle aufweisen. 



a) Die Schnittstelle liegt bei intakter DNA (Wildtyp) vor: 

Tritt eine Mutation in dem relevanten Bereich der DNA auf, wird 
die Schnittstelle in dem gewahlten Beispiel entfernt. Eine Punkt- 
mutation reicht dabei aus, urn zu verhindern, da£ das Enzym das 
Segment spezifisch erkennt und schneidet. Durch einen Spulschritt 
konnen vor der eigentlichen Detektion das Restriktionsenzym, PCR- 
Edukte und gegebenenf alls abgetrennte PCR-Produkte, die das nach- 
weisbare Label enthalten, entfernt werden. 

Im Detektionsschritt wird analysiert, ob das Label vorhanden ist 
oder nicht. Liegt eine Mutation vor, ist das detektierbare Label 
vorhanden und man erhalt je nach gewahlter Markierung eine Reak- 
tion. Im Falle einer Enzymmarkierung wiirde man z.B. eine kataly- 
sierte Farbreaktion beobachten. Liegt keine Mutation vor, kann 
das Enzym spezifisch schneiden und das Label wird entfernt. Man 
erhalt kein detektierbares Signal. 

b) Die Schnittstelle liegt bei mutierter DNA vor: 

Tritt eine Mutation in dem relevanten Bereich der DNA auf, wird 
die Schnittstelle in dem gewahlten Beispiel erzeugt . Eine Punkt- 
mutation kann dabei ausreichen, da£ das Enzym das Segment spezi- 
fisch erkennt und schneidet. Durch einen Spulschritt konnen vor 
der eigentlichen Detektion das Restriktionsenzym, PCR-Edukte und 
gegebenenfalls abgetrennte PCR-Produkte, die das nachweisbare La- 
bel enthalten, entfernt werden. 
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Im Detektionsschritt wird analysiert, ob das Label vorhanden ist 
oder nicht. Liegt eine Mutation vor, ist das detektierbare Label 
nicht vorhanden und man erhalt keine Reaktion. Liegt keine Muta- 
tion vor, kann das Enzym nicht schneiden und das Label wird auch 
nicht entfernt. Man erhalt ein detekt ierbares Signal. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Abbildungen fur den 
Fall a) erlautert: 

Schema 1 verdeutlicht den Ablauf des ersten, erf indungsgemaSen 
Assayauf baus . Fig. 1 zeigt die Amplif izierung des Targets mit 
Hilfe der markierten Primer. Die PCR wird in dafiir geeigneten Be- 
haltnissen durchgef iihrt . Fig. 2 zeigt die PCR-Reaktionsprodukte , 
die mit Labeln markiert sind. Das eine Ende der Reakt ionsprodukte 
weist eine Markierung auf, die der spateren Bindung an eine Tra- 
geroberf lache dient und das Label an dem anderen Ende dient der 
Detektion. Die gesuchte Sequenz, die eine potentielle Mutation 
enthalten kann, befindet sich innerhalb der amplif izierten Seg- 
mente. 

Fig. 3 zeigt die Bindung der Segmente, ermoglicht durch die erste 
Markierung; in Fig. 4 wird durch Einwirkung eines Restriktionsen- 
zyms untersucht, ob die Schnittstelle dieses Enzyms durch eine 
Mutation entfernt wurde oder nicht. Ist eine Mutation vorhanden, 
wie in Fig. 5 dargestellt, entfallt die Schnittstelle und die de- 
tektierbaren Label werden nicht entfernt. Liegt keine Mutation 
vor, kann das Enzym schneiden. Durch einen einfachen Waschschritt 
wird das abgetrennte Segment entfernt und man erhalt folglich 
kein Signal am gebundenen Teil des Segments. 
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Schema 2 demonstriert den zweiten, erf indungsgemaSen Aufbau des 
Assays. Fig. i 2eigt , dafi ein Teil des ersten Primers, der zur 
Bindung an die Trageroberf lache dient, bereits vor Beginn der PCR 
gebunden vorliegt. Der zweite Primer, der detektierbar ist, liegt 
in der Losung im UberschuS vor. Fig. 2 deutet an, da* nach been- 
deter PCR-Reaktion das Amplikon, das die zu untersuchende Sequenz 
enthalt, oberf lachenf ixiert vorliegt. AnschlieSend wird in das- 
selbe Restriktionsenzym addiert (Fig. 3), welches, wie oben be- 
schrieben, den Wildtyp schneidet, die Mutationssequenz jedoch 
nicht. In Fig. 4 ist das Ergebnis des durohgef uhrten Assays ver- 
deutlicht. Nach einem Waschschritt (nicht gezeigt) ist das detek- 
tierbare Label im Falle einer Mutation noch am fixierten Segment 
vorhanden. Beim Wildtyp erhalt man jedoch kein Signal, da das En- 
zym aufgrund der vorhandenen Schnittstelle schneiden und als 
Folge dessen das abgetrennte, gelabelte Segment durch einen 
Waschschritt entfernt werden kann. 

ErfindungsgemaS wird ein Kit zur Durchfuhrung der vorstehend of- 
fenbarten Verfahren bereitgestellt , der dadurch gekennzeichnet 
ist, da6 er zwei markierte Primer umfaSt, wobei er vorzugsweise 
zusatzlich freie Nukleotide und eine Polymerase enthalt. 

Dabei ist der erste Primer zur Bindung von PCR-Reaktionsprodukten 
an einen oder mehrere Trager geeignet und dient der zweite Primer 
der Detektion, wobei der Trager vorzugsweise eine aktivierte 
Oberf lache umf aSt . 

Das erfindungsgemaSe Verfahren und der erf indungsgemaSe Kit wei- 
sen folgende Vorziige gegenuber dem Stand der Technik auf: 
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- die beschriebenen Ausf uhrungsf ormen ermoglichen eine Zeiter- 
sparnis gegemiber der gelelektrophore-ti.sch.en Detektion. Besonders 
die zweite Ausf uhrungsf orm weist Vorteile auf , da die PCR und die 
Analyse der Produkte in einem Behalter ablaufen. Damit ist kein 
Umpipettieren mehr notig; die Handhabung der Proben wird verein- 
facht und damit verknupfte Fehlerquellen ausgeschaltet . 

- Je nach Wahl des nachzuweisenden Labels erfolgt die Detektion 
der Mutation sofort nach der Spaltung durch das Enzym und nicht 
erst nach erfolgter Gelelektrophorese . 

- In der klinischen Anwendung von Testverf ahren hat man es haufig 
mit einem hohen Probenauf kommen zu tun. Der Auf wand zur Durchfuh- 
rung von Gelelektrophoresen zur Bewaltigung der Probenmenge ist 
entsprechend gro£. Da die neue Methode ganzlich im Mikrotiter- 
plattenformat durchfuhrbar ist, konnen in vorteilhaf ter Weise 
z.B. 96 bzw. 384 Proben parallel vermessen werden. 

- Bei der Gelelektrophorese arbeitet man mit toxischen DNA-Einla- 
gerungsverbindungen, auf die bei der neuen Methode ganzlich ver- 
zichtet werden kann . 

Beispiel 1 

Die Mutation im Protein Faktor V wird fur ein erhohtes Thrombose- 
Risiko verantwortlich gemacht, da sie den Abbau des Glykoproteins 
Faktor V durch die Serinprotease APC (aktiviertes Protein C) in- 
hibiert. Der menschliche Faktor V ist ein Glykoprotein von 
33 0 kDa, das mit APC spezifische Wechselwirkungen eingeht und 
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norm^pWeise von APC an einer ganz Sfstimmten Stelle in der Se- 
quenz gespalten wird: beim menschlichen Protein hinter Arg 506 
(Arginin als 506. Aminosaure im Protein). Bei Sequenzuntersuchun- 
gen im zugehorigen Gen wurde gefunden, daS in der Nukleotidse- 
quenz der Austausch von 1,691 G (G = Guanin) gegen A (Adenin) mit 
einem erhohten Thrombose-Risiko korreliert. Diese Mutation fiihrt 
dazu, daS in den, Protein das Arg 506 (Produkt der Nukeotidsequenz 
CGA) durch Glutamin (Gin als Produkt der Nukleotidsequenz CAA) 
ersetzt ist und damit die oben beschriebene Spaltung durch die 
Protease nicht mehr stattfindet. Zum Nachweis dieser Mutation 
werden Primer verwendet, mit denen uber eine PCR-Reaktion ein Be- 
reich des Gens vervielf altigt wird, der die entsprechende Nukleo- 
tidsequenz umfafit. Dabei wurden zum Beispiel Fragmente von 267 
Basenpaaren Lange erhalten. Durch Behandlung mit dem Restrik- 
tionsenzym Mnll entstehen daraus 3 Fragmente mit von 67, 37 und 
163 Basenpaaren (bp), wenn an der Stelle 1,691 Guanin vorliegt, 
da das Enzym aufgrund seiner Sequenzspezif itat an 2 Stellen eine 
Spaltung des Genf ragmentes durchfuhren kann (nach 67 bp und nach 
weiteren 37 bp) . Bei Vorliegen der Mutation zu Adenin entfallt 
die zweite Spaltstelle, so daS nur noch zwei Spaltprodukte beob- 
achtet werden (67 bp und 200 bp Lange), da durch die Mutation 
sich die Sequenz so geandert hat, daS das verwendete Enzym nicht 
mehr wirken kann. Der Nachweis der verschiedenen Fragmente er- 
folgt mit Hilfe der Gelelektrophorese . Diese Inf ormationen wurden 
im wesentlichen der Publikation von R.M. Bertina et al . , Mutation 
in blood coagulation factor V associated with resistance to acti- 
vated protein C, Nature, 369, 1994, 64-67 entnommen. 
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1. Verfahren zur Detektion von Mutationen von DNA_s, wobei eine 
DNA mittels einer PCR amplifiziert und die Amplikons mit einem 
oder mehreren Restriktionsenzymen geschnitten und detektiert wer- 
den, dadurch gekennzeichnet , da£ zwei markierte Primer eingesetzt 
werden, wobei die Markierung der ersten Primer zur Bindung der 
Amplikons an einen oder mehrere Trager und die Markierung der 
zweiten Primer zur Detektion dient . 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da£ Trager 
verwendet werden, an die die ersten Primer auch unter den Bedin- 
gungen einer PCR gebunden werden konnen. 

3. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch ge- 
kennzeichnet, da£ die Trager eine aktivierte Oberflache aufwei- 
sen. 

4. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS die ersten Primer vor, wahrend oder nach der 
PCR teilweise oder vollstandig an den Tragern fixiert werden und 
die zweiten Primer gegebenenf alls frei in der Reaktionslosung 
vorliegen. 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS ein oder mehrere Restriktionsenzyme vor, wah- 
rend oder nach der Bindung der Amplikons an die Trager zugesetzt 
werden . 
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*J|piren nach einem der vorstehenWn 



S. Ve^piren nach einem der vorstehenltn Anspriiche, dadurch ge - 
kennzeichnet, daS die Restriktionsenzyme mit den Amplikons inku- 
biert werden. 

7. Verf ahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS nach dem Schneiden mit den Restriktionsenzymen 
gegebenenfalls gespult wird und die Markierungen der zweiten Pri- 
mer detektiert werden. 

8. Verf ahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daS das Detektionsverf ahren entsprechend der Mar- 
kierung der zweiten Primer ausgewahlt wird. 

9. Verf ahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch ge- 
kennzeichnet, daE zunachst eine Amplif izierung und dann eine Bin- 
dung der Amplikons an einen geeigneten Trager durchgefiihrt wird. 

10. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dalS zunachst die ersten Primer an einen geeigneten Tra- 
ger gebunden und dann mit dem zweiten Primer eine Amplif izierung 
der DNA durchgefiihrt wird. 

11. Verf ahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch ge- 
kennzeichnet, da* die Detektion entsprechend der Markierung der 
zweiten Primer direkt oder indirekt erfolgen kann. 

12. Kit zur Durchfuhrung eines Verfahrens nach einem der vorste- 
henden Anspruche, dadurch gekennzeichnet , daE er zwei markierte 
Primer umf aSt . 
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.tslKch Anspruch 12, dadurch gekefmz< 



13. Kit^l^ch Anspruch 12, dadurch gekelmzeichne t , da£ er zusatz- 
lich freie Nukleotide, eine Polymerase und mindestens ein Re- 
striktionsenzym umfaSt. 



14. Kit nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die ersten Primer zur Bindung von PCR-Reaktionspro- 
dukten an einen oder mehrere Trager geeignet sind und die zweiten 
Primer der Detektion dienen. 



15. Kit nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ er einen geeigneten Trager, vorzugsweise mit einer 
aktivierten Oberflache umfafet. 

16. Verwendung eines Kits nach einem der Anspriiche 11 bis 15 zur 
Detektion von Mutationen. 
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